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動物でも Period1 が発見され(4, 5)、さらに行動リズム変異ミュータントからのポジ
ショナルクローニングにより Clock遺伝子が発見された(6, 7)その後も Period2 (8, 9)、











図 1. 分子時計機構における Dec1 の発現調節と核内受容体の役割 
 Dec1 遺伝子の調節領域にもある E-box (CACGTG)に CLOCK:BAML ヘテロ二量体が結合し、遺伝子発現
を活性化する。産物であるタンパク質は抑制因子として、自ら遺伝子発現を抑制し、それによって 24
時間のリズムを作る。また、核内受容体 REV-ERBαや RORαは BMAL1 など RORαと REV-ERBαに対する共通
の応答配列 RORE を持つ遺伝子の発現を調節する。この機構により形成された各時計遺伝子のリズムが
その他の遺伝子を標的とする形で出力される。DEC1 遺伝子上流には E-box 以外に核内受容体の応答配
列 RORE のエレメントの一部となる AGGTCA モチーフがマウスで 5箇所、ヒトで 4箇所存在している。 
 




されている。一方、核内受容体である ROR (RORα, RORβ, RORγ)および REV-ERB 
(REV-ERBα, REV-ERBβ)はそれらの応答配列 (RORE)（図 3A 参照）を介して


























と C/EBPαの C/EBPβ/δによる誘導を抑制すると示唆されている。しかし RORαによ
る脂肪分化抑制の少なくとも一部は DEC1 経由ではないかと推測された。DEC1 の
脂肪分化の抑制機構については充分に解明されておらず、また脂肪分化抑制機構にお
ける DEC1の標的遺伝子に関しても不明な点が多い。 
 本研究では、RORαによる Dec1 発現の制御機構を解析し、さらに Dec1 ノックア





第 2 章 材料および方法 
 
細胞培養 
 マウスの肝臓ガン細胞 Hepa1c1c7, マウス胎仔由来線維芽細胞株 NIH3T3、マウス
前駆脂肪細胞 3T3-L1 (理化学研究所バイオリソースセンター, セルバンク, 茨城)を、
10% ウシ胎仔血清 (Hyclone, Logan, UT, USA)、100 units/mL ペニシリン、10 
µg/mL ストレプトマイシン(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を含む Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)を用いて、
5% CO2条件下にて 37 ºCで培養した。 
 
3T3-L1 細胞の脂肪分化 
 3T3-L1 細胞を 10% ウシ胎仔血清 (Hyclone)、100 units/mL ペニシリン、10 
µg/mL ストレプトマイシン(P/S)を含む DMEMを用いて、5% CO2条件下にて 37 ºC
で培養した。コンフルエント 2日後から 10 !g/mL insulin (和光純薬, 大阪), 1 µM 
dexamethasone (Sigma Aldrich), 500 !M 3-isobutyl-1-methylxanthine (和光純薬)










RNA 抽出および定量リアルタイム PCR 
 RNAは TRIzol reagent (Invitrogen)を用いて抽出し、total RNAは RNeasy mini 
kit (QIAGEN, 東京)を用いて精製した。Total RNA (0.5 µg)から ReverTraAce (東洋
紡, 大阪)を用いて cDNA を合成し、ABI Prism 7900 sequence detection system 
(Applied Biosystems, Van Allen Way Carlsbad, CA, USA)を用いてリアルタイム
PCR 解析を行った。各遺伝子の測定にはそれぞれに特異的な customized Taqman 
probe と primer の組み合わせ(表 1)、あるいは Universal Probe Library (Roche 
Diagnostics,  Mannheim, Germany)およびプライマーの組み合わせ(表 2)を
用いた。また、RNAの量と質の検定のために 260 nmと 280 nmの吸光度比を測定
し、さらに 18S rRNA量を測定した。 
 
表 1. Customized Taqman probe と primer 
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 Dec1 上 流 の 遠 位 側 の ROR 応 答 配 列 (RORE) を 含 む サ イ ト
(GTAAATTCAAGGTCAAAAT)を 3つ連結した２本鎖DNA断片を表 3に示すオリゴ
ヌクレオチドより作製し Dec1-ROREとした。同様に GTAAATTCAAGAACAAAAT
（下線部に変異）を 3つ連結した Dec1-RORE (mutated)と ROREのコア配列中の 5
番目の塩基 Aを Tに変えたもの GTAAATTCTAGGTCAAAAT （下線部に変異）を
3つ連結した Dec1-RORE (mutated A"T)を作製した。また、Bmal1遺伝子上流の
遠位側の RORE サイトを 3つ連結した２本鎖 DNA断片を表 3に示すオリゴヌクレ
オチドより作製して、Bmal1-RORE-Bとした。さらに PPARγ応答配列 (PPRE)のコ
ンセンサス配列 (AGGACAAAGGTCA) を含む配列を 3つ連結した２本鎖DNA断片
とLplのプロモーター領域で同定されているPPREの配列 (TGCCCTTTCCCCT) を
含む配列を 3つ連結した２本鎖DNA断片を表 3に示すオリゴヌクレオチドより作成
した。それぞれの upper strandと lower strandのオリゴヌクレオチドを 100 µMに
TE buffer に溶解し、同量混合後、85 ℃に熱し、徐々に室温に下げることによって
アニーリングさせ、２本鎖 DNAを調製した。それらの２本鎖 DNA断片を pGL4.26 
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(Invirogen)ベクターの Nhe1 siteと Xho1 site に Ligation High (東洋紡)を用いて組
み込んだ。これらのベクターで大腸菌 DH5αを形質転換し、LB寒天培地に播種し多
数のコロニーを得た。各クローンを LB液体培地で 37 ºC、一晩振盪培養し、プラス
ミドを Hispeed Plasmid Midi kit (QIAGEN)を用いて精製した。得られたプラスミド
に目的の配列が挿入されていることを Genetic Analyzer 3130 (Applied Biosystems)
を用いて確認した。  
 Dec1 (4 kb)-luciferase reporterプラスミドと DEC1発現プラスミドは Kawamoto
ら(15)のものを用いた。核内受容体応答配列を含む図 2C に示す Dec1 プロモーター
断片を組み込んだ luciferase reporter プラスミドと REV-ERBα発現プラスミドは、









 96-wellプレートに、Hepa1c1c7細胞、NIH3T3細胞、あるいは 3T3-L1細胞を 1 well
あたり 1x104個播種し、翌日にルシフェラーゼレポーターと、発現プラスミドを組み
合わせて、phRL-TK (0.5 ng)とともに FuGENE HD Transfection Reagent (Roche 
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Diagnostics) または LipofectamineTM LTX試薬 (Invitrogen)を用いてトランスフ
ェクションした。1 wellあたりの DNAの総量は、pcDNA3.1 プラスミドを添加して
同量に揃えた。トランスフェクションから 48 時間後に細胞を回収し、
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI, USA)と TriStar 




 3T3-L1細胞 2x106個を 10 cmディッシュに播種し、一晩培養した。37% ホルムア
ルデヒド(和光純薬)を 270 µLディッシュに添加し、30分、37 ºCで静置し固定した。
その後 PBSで洗浄し、Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) Assay Kit (Upstate, 
Chicago, IL, USA)中の bufferで細胞を回収後、氷中で超音波処理を行い、DNAを断
片化した。そこに RORα抗体 (H-65; Santa Cruz Biotechnology, Inc,Santa Cruz, CA, 
USA)、REV-ERBα抗体 (#2124; Cell Signaling Technology Japan)、または抗マウ
ス DEC1 ウサギ抗体 (32)を加え、４ ℃で一晩転倒撹拌した。その後、Dynabeads 
ProteinA (Invitrogen)を用いて免疫沈降を行い、ビーズを洗浄し、DNAを回収した。
これを鋳型とし、Dec1、Bmal1 遺伝子の RORE をはさむプライマーまたは Lpl, 
Perilipin, Resistin, 遺伝子の PPRE をはさむプライマー(表 4)および PrimeStar 













 マウス RORαと REV-ERBαのタンパク質を TNT Coupled Reticulocyte Lysate 
System (Promega)とそれぞれの発現プラスミドを用いて in vitroで合成した。コン
トロール標品はベクターのみを用いて調製した。プローブとして用いたDec1-RORE、
Dec1-RORE (mutated)、Bmal1-RORE-B、Bmal1-RORE-B (mutated)の２本鎖 DNA
は表５のオリゴヌクレオチドを用いて上に述べた方法でアニーリングして作製した。
各プローブは DNA polymerase 1 Klenow fragment (タカラバイオ)と［32P］-dCTP
で標識した。32P標識プローブ(10,000 c.p.m)を、10 mM Tris/HCl (pH 8.0), 50 mM 
NaCl, 5 mM MgCl２, 0.5 mM dithiothreitol, 10%(v/v) glycerol, 0.1 µg/µl poly 
(dI-dC)含有バッファー内で合成タンパク質とともに、室温で 20分間インキュベート
した。競合実験では、プローブを加える前に合成タンパク質とプローブの 100倍過量




表 5. ゲルシフトアッセイに用いた RORE 応答配列のオリゴヌクレオチド  
Upper strand オリゴヌクレオチドと lower strand オリゴヌクレオチドをアニールし、２本













第 3 章 結果 
 
第 1 節 核内受容体 RORαによる Dec1 発現調節機構  
RORαと REV-ERBαの Dec1, Bmal1  プロモーターへの影響  
 Dec1遺伝子上流領域には、核内受容体の応答配列 ROREのエレメントの一部とな
る AGGTCAモチーフが複数存在したので (図 2A)、RORαと REV-ERBαへ応答する
か否かをレポーターアッセイで検討した。また、Bmal1 (229b)プロモーターをポジテ
ィブコントロールとした。 
 Dec1 (4 kb)プロモーター活性と Bmal１(229 b)プロモーター活性の RORαは強く
促進した(図 2B)。しかし、REV-ERBαは Bmal1 プロモーターを抑制したが、Dec1
プロモーター活性には有意な抑制を示さなかった。次に、様々なサイズの Dec1プロ
モーター断片を組み込んだレポータープラスミド（図 2C）を検討したところ、複数
の AGGTCA モチーフのうち最も下流のモチーフ(-1783 nt)のみを含む領域でも
RORαへの強い応答性を示した(図 2D)。 
 
Dec1 と Bmal1 の RORE エレメントへの RORα, REV-ERBαの影響 















図 2. RORαと REV-ERBαの Dec1, Bmal1 プロモーターへの影響 
 マウス Dec1プロモーター（4 kb）と、同定されている２つの ROR 応答配列 A、B を含むマウス Bmal1
プロモーター（229 b）を組み込んだルシフェラーゼレポーターを構築し(A)、RORα, REV-ERBα発現プ
ラスミドと組み合わせて Hepa1c1c7 ヘパトーマ細胞に FuGENE HDを用いて導入し、ルシフェラーゼ
レポーターアッセイを行った(B)。Dec1プロモーター上流にある(C)に示す AGGTCA モチーフを含む DNA
断片をルシフェラーゼレポーターに組み込み、RORα発現プラスミドの添加効果を調べた(D)。n=3; 










REV-ERBαの応答配列は ROREコンセンサス配列と少し異なっている(図 3A，(33, 
34))。REV-ERBα応答配列の 2番目の塩基は Aのみで、５番目の塩基は Tのみであ
るのに対し、ROR応答配列では何れも Aまたは Tである。Dec1-ROREは 5番目の
塩基が A であり、REV-ERB$ 応答配列と異なる。この一塩基の違いが REV-ERBα
への応答に関係しているかもしれないので、Dec1-RORE の配列の 5 番目の塩基 A 
(ATTCAAGGTCA)を REV-ERBα応答配列(ATTCTAGGTCA)と同じ塩基に変えた
Dec1-RORE (mutated A"T: ATTCTAGGTCA)を作製し、レポーターアッセイに用
いた。その結果、Bmal1-RORE-Bと同様に REV-ERBαに応答した（図 3B）。また、




Dec1-RORE:    OOGTAAATTCAAGGTCAAAATOx3 
Dec1-RORE (mutated):  OOGTAAATTCAAGAACAAAATOx3 
Dec1-RORE (mutated A"T): OOGTAAATTCTAGGTCAAAATOx3 
Bmal1-RORE-B:OOOOOOOO O AGGCAGAAAGTAGGTCAGGGOOx3 
____________________________________________________________________________________ 
ROR-responsive element:  OOOOOOTATNAAGGTCA 
     OOOOOOATAOTGOOOOO  
 
REV-ERB-responsive element:  OOOOOOAAANTAGGTCA 





図 3. Dec1 と  Bmal1 の RORE エレメントへの RORα,  REV-ERBαの影響  
 Dec1-RORE, Dec1-RORE (mutated), Dec1-RORE (mutated A"T), Bmal1-RORE-Bの 4エレメン
ト（赤字）を含む配列を 3個繋いでレポータープラスミドを構築した(A)。青字は変異を入れた箇所を
示す。ROR応答配列と REV-ERB応答配列を下に示す(33, 34)。各配列の下段は置換可能な塩基を示
し、下線は ROR 応答配列と REV-ERB 応答配列で選択性のある塩基を示す。レポータープラスミド





ゲルシフトアッセイによる Dec1-RORE への RORαの結合の確認 
 核内受容体のDec1遺伝子ROREへの結合を確認するためにゲルシフトアッセイを
行った。Dec1-RORE には RORαが結合したが REV-ERBαは結合しなかった。一方
Bmal1-RORE-Bへは RORαと REV-ERBαの両方が結合した。Dec1-ROREの RORα
の結合と Bmal1-RORE-Bの RORαの結合を比較すると、Bmal1-RORE-Bのほうが




図 4. ゲルシフトアッセイ 
 RORα と REV-ERBαタンパク質を in vitro Transcription and Translation System を用いて調製し、
DEC1, BMAL1 の RORE プローブに対しゲルシフトアッセイを行なった。また、競合実験では、100 倍量
の非放射性ラベルのオリゴヌクレオチドを用いた。 
 
クロマチン免疫沈降法での Dec1-RORE への RORαの結合の確認 
 核内染色体上の Dec1 遺伝子 RORE に RORαが結合しているか否かを確認するた
めに、脂肪分化後の３T3 -L1細胞を用いてクロマチン免疫沈降法を行った。Dec1の
RORE 領域では RORαは結合したが (図５上)、REV-ERBαは結合しなかった (図５






図 5. クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay)  
 3T3-L1 細胞を脂肪分化誘導後 6 日目にサンプリングを行い,レポーターアッセイの結果から同定さ
れた Dec1 の RORE 領域と Bmal１の RORE 領域に対し、RORα, REV-ERBα抗体を用いて共沈してくる DNA
断片について表 4に示すプライマーを用いて PCR を行なった。 
 
Dec1 と Bmal1 のリズム発現の位相 
 多くの報告にあるように Bmal1 と Dec1 のリズム発現のピークは図 6 に示すよう
に互いに半日ずれている。Bmal1 発現は本研究でも確認されたように RORαで促進
され、REV-ERBαで抑制されるが、ZT10 に谷を持つ Bmal1 のリズム発現は逆位相
の REV-ERBαによる抑制によって形成されていると考えられている(35)。しかし、
Dec1発現は REV-ERBαが抑制しないために、図 6に示すよう ZT10-16 にピークを
持つリズムを示すと考えられる。つまり Dec1 発現のリズム形成には Per1, Dbp, 
Rev-erb!と同様に BMAL1-CLOCK-E-box 経路が主要であり(15)、リズム性の低い
RORαはDec1発現を位相に関係なく促進すると考えられた。このことは図6や図10A
の Dec1発現リズムの谷に当たる ZT4, ZT22での Dec1の発現レベルが比較的高いこ





図 6. マウス肝臓での各時計遺伝子の発現様式 
 マウス肝臓から 6 時間毎 (ZT4, 10,16,22)に調製した RNA について遺伝子の発現レベルをリアルタ








に RNA 回収をした。また脂肪分化はオイルレッド O染色にて確認した(図 7)。脂肪分
化関連転写因子である c-Fos, c-Jun, Klf4の発現レベルが誘導直後に上昇し、ついで
Cebp"などが上昇し、さらに Cebp!や Ppar#発現レベルが上昇した（図 8A）(36)。
また、Ppar#と同じ時期に時計遺伝子である Ror!の発現が上昇した（図 8B）(37)。 
 一方、時計遺伝子 Bmal1, Clock, Per1, Per2は初期に発現が上昇した。Dec1も初
期（0-2日）にリズム性を持った小さな変動を示した（図 8B）。Per1, Per2, Dec1の
リズム性変動は BMAL1/CLOCK-の影響と考えられた。しかし他の時計遺伝子と比べ
て、Dec1は分化後半に Ror!発現にやや遅れて分化後半に発現上昇した。これらの発
現様式から、分化後期における Dec1の発現上昇は BMAL1と CLOCKによる E-box
経路よりも、ROR!による制御が優位であると思われた。 
 脂肪細胞に特徴的であり、中性脂肪代謝に重要な Lipoprotein lipase (LpL), 
Adipose triglyceride lipase (Atgl), Diacylglycerol O-acyltransferase 2 (Dgat2)、油
滴のコートタンパクであるAdipophilinなどの遺伝子はいずれも脂肪分化の中期から








図 7. 3T3 -L1 細胞の脂肪分化における経時的変化 
 3T3-L1 細胞を培養し、インスリン、イソブチルメチルキサンチン、デキサメタゾンを含む培地で分
化誘導をし、２日後ごとに分化維持培地に交換した。誘導前２日から誘導後８日まで経時的に RNA を






















図 8. 3T3-L1 細胞の分化誘導時の遺伝子発現の経時的変化  


















 本研究の第 1 節で、RORαによる Dec1 発現の上昇が示されたが、3T3-L1 細胞に




 3T3-L1細胞の脂肪分化誘導前 0日と、分化誘導後 6日目の細胞を用いて、レポー
ターアッセイを行った結果、Dec1レポーターと Bmal1レポーターに対して、脂肪分




図 9. 3T3-L1 細胞の脂肪分化前後でのレポーターアッセイ  
 分化誘導前 0日と、分化誘導後 6日目の 3T3-L1細胞に、Dec1 (4 kb)-Lucレポーターと Bmal1 (229 




第 3 節 Dec1 ノックアウトマウスを用いた脂肪分化・脂質代謝調





た（表 6A）。しかし、Dec1ノックアウトマウスでは Dec2発現が、ZT10と ZT16で
低下を示した。また、Ror!, Dbp, Bmal1, Per2, Npas2など５種の遺伝子に、Dec1
ノックアウトの影響が観察された。 
 
Dec1 ノックアウトマウスの白色脂肪組織での脂肪関連遺伝子の発現  
 DEC1は脂肪分化抑制因子として知られているが、その分子機構や標的遺伝子につ
いてはいまだ明らかではない。3T3-L1 細胞の脂肪分化過程で Dec1 発現が最大とな
った後で、脂肪関連遺伝子の発現が減少した。それらの遺伝子の発現に及ぼす DEC1
の影響を、Dec1ノックアウトマウスを用いて検討した。 
 野生型マウスの脂肪組織では c-Fosと Srebp1a以外の 16遺伝子がリズム発現を示
した（表 6B）。特に c-Jun, Cebp!, Cebp", Cebp$, Klf4, Klf15, Ppar#など 7遺伝子は
ZT10にピークを持つ概日リズム発現を示した(図 10)。一方、Dec1ノックアウトマウ
スではこれらの遺伝子は夜間 (ZT16, ZT22)で発現が上昇し、リズム性が減少するか
位相が移動した(図 10B，表 6B)。それ以外にも Tc10-likeは、Dec1ノックアウトマ
ウスで夜間に発現上昇する時刻があり、Klf5, Cebp#, Rgs2, Srebp2などは逆に発現が
減少し、Ppar!, Srebp1cは時刻により発現が上昇または減少した（表 6B）。 
 中性脂肪代謝関連遺伝子については、脂肪酸取り込み (Lpl, Cd36, Acsl1) 、中性脂
肪再合成 (Gpat3, Agpat2, Lipin1, Dgat2)、油滴のコートタンパク (Plin, Adfp, 




性が無くなるか位相が移動した (図 10C, 表 6C) 。  
 その他の脂質代謝酵素 Abca1, Fabp4, Fasn, Ugcgについては、野生型マウスで概
日リズムを示し、Dec1ノックアウトマウスでは夜間に上昇した（図 10D、表 6D）。
それ以外の代謝酵素遺伝子の中には、Dec1 ノックアウトマウスにおいて一部の時刻
で発現上昇が見られたり、Acat2のように有意に発現が低下した（図 10D、表 6D）。 
 アディポサイトカインについても、Adiponectin, Leptin, Resistinは ZT10にピー
クを持つ概日リズム発現を示し、と Dec1 ノックアウトでは夜間で発現が増加した 
(図 10E、表 6E) 。 
 以上をまとめると、野生型マウスでは脂質代謝関連遺伝子や時計遺伝子群に関して





































































表 11. 脂肪細胞における中性脂肪代謝経路  
 Very low density lipoprotein (VLDL)などから遊離脂肪酸 (FFA, free fatty acid)を取り込み、中性
脂肪を再合成し油滴として蓄積するとともに、必要に応じて遊離脂肪酸を放出する。調べた 14遺伝子
全ての mRNA 発現レベルが野生型でリズムを持ち、Dec1 ノックアウトで夜間に上昇し、リズム性を
減少させた。 
 
第４節 DEC1 の標的遺伝子への作用機構  
 




 このことを検証するために、表 3 に示す PPRE コンセンサス配列 
(AGGACAAAGGTCA) (39)を含む領域を 3 個繋いだ Consensus PPRE-Luc と Lpl
の PPRE (TGCCCTTTCCCCT) (40)を含む領域を 3 個繋いだ DNA を組み込んだ
Lpl-PPRE-Lucルシフェラーゼレポーター作製し、DEC1, PPARγ, および PPARγと
ヘテロ二量体を形成するRXRαの発現プラスミドとともにNIH 3T3細胞に導入して、
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ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。PPARγと RXRαは Consensus 






図 12. PPRE のコンセンサス配列に対するレポーターアッセイ  
 同定されているコンセンサス PPRE と Lpl の同定されている PPRE のエレメントをそれぞれ 3 個繋い
だものに(表 3)、PGL-4 Minimal promoter に組み込んだルシフェラーゼレポーターを構築し、各発現
プラスミドを添加して、それぞれを脂肪分化後の NIH3T3細胞に FuGENE HD Transfection Reagent
を用いて導入し、ルシフェラーゼレポーターアッセイを行った。RXRαと PPARγのそれぞれのリガン
ドとして 9-cis retinoic acid (5x10-7M), troglitazone (5x10-6M)を培養液に加えた。n=3; *p<0.05; 
**p<0.01.同様の実験を繰り返し行い、再現性を確認した。 
 
脂質代謝関連遺伝子の PPRE への DEC1 の結合 
 Dec1 ノックアウトマウスで発現レベルが上昇した脂質代謝関連遺伝子の中で Lpl, 





図 13. クロマチン免疫沈降法 (ChIP assay)  
 3T3-L1 細胞を脂肪分化誘導後 6 日目にサンプリングを行い、Ppar#2, Lpl, Perilipin, Resistin の




Ppar#2、Lpl, Perilipin, Resistinに対する DEC1の結合をクロマチン免疫沈降法にて


















容体応答配列として ROR応答配列（RORE）が翻訳開始点から 1.8 kb上流付近に同
定された。その ROR応答配列にオーファン受容体 RORαが作用し、その ROR応答
配列にオーファン受容体 RORαが作用し、促進的に転写調節することが判明した。ま
た、REV-ERBαは Dec1 発現に影響せず、RORαと REV-ERBαがともに強く作用す
る Bmal1発現とは異なっていた。この違いは Dec1-RORE配列の 5番目の塩基が A
であることに起因した。ROR応答配列と REV-ERB応答配列はほぼ共通であるが（図
3）、RORαは 5 番目の塩基が A であっても T であっても同様に作用すると報告され
ている(33)。一方、REV-ERBαは 5番目の塩基が Tでない ROREを持つ標的遺伝子
は知られていない(34)。Dec1-ROREの ATTCAAGGTCA の Aの部分を Tに変える
と REV-ERBαヘの応答性が出現した。一方、Bmal1は両因子が作用する応答配列を
2つ持つ遺伝子である。同様に RORαと REV-ERBαの両方に応答する RORE配列を
持つリズム性遺伝子は他にNpas2, E4bp4, Clockなどがあるが何れの遺伝子も5番目
の塩基が Tである応答配列をそれぞれ 4，3，1箇所持ち(45)、 Bmal1とよく似た位
相のリズム発現を示す（図 6）(35)。Bmal1 遺伝子のリズムは抑制因子である
REV-ERBαの強いリズムによって形成されると報告されている(17)。Bmal1 と逆位









らによって制御されている Per1, Per2 も初期に発現が上昇した。しかし、同じく








 DNA マクロアレイ解析により、マウスの白色脂肪細胞で、650 個の遺伝子に概日
リズムがあることが報告されており(47)、その中には Per1, Per2, Per3, Cry1などの
時計遺伝子や、転写因子である Ppar!, Cebp!, Cebp#, 中性脂質代謝に関連する Lpl, 













ることで肥満を抑制する Leptin、逆にインシュリン抵抗性を増強する Resistin など
のアディポサイトカインは生体の代謝に重要であり、メタボリックシンドロームを理
解する上でも重要である。これらの制御にも DEC1 が重要な役割を果たしているこ





る 14遺伝子全て(38)、アディポサイトカインである Adiponectin (48)および Resistin 
(41)、さらに Ppar#2自身を含む遺伝子群は PPARγの標的であり(43)、同様に DEC1
の標的でもあることが本研究で判明した。Dagt2 (未発表データ), Mgll (45)以外に、
これらの遺伝子のプロモーター領域に機能的な E-boxは見つからず、これらの遺伝子
に対するDEC1の作用点はE-box以外のところにあると考えられた。本研究でPpar#, 
Lpl, Perilipin, Resistin などの遺伝子の E-box を持たない PPRE 領域に対して、
DEC1 が結合することが示された。その DEC1 の作用機構は以下に述べるように、
 41 







Choらの最近の報告によると、DEC1は核内受容体 VDR, LXRα, FXRαなどとヘテ
ロ二量体をつくる RXRαと相互作用し、抑制因子として機能する(49)。本研究でも、
コンセンサス PPREと Lpl-PPREに対するレポーターアッセイで、DEC1は PPARγ- 














図 14. DEC1 による PPARγ2の標的遺伝子発現抑制の二重の機構  
 Ppar#2遺伝子は PPAR応答配列 PPREを持っており、自身の遺伝子産物 PPARγ2タンパクによって
も正に制御されている。PPAR#2の標的遺伝子も同様の制御を受ける。DEC1 は核内受容体のパート




図 15. DEC1 による PPARγ2 :RXRαを介した新しい脂肪分化抑制機構  














第 5 章 総括  
 
 Dec1遺伝子の核内受容体 RORα を介する新たな制御機構と、脂肪分化、脂質代謝
における DEC1の役割の解明を目的とし一連の研究から、以下の結果を得た。 
 
1. 核内受容体 RORαは ROREを介して Dec1の転写を促進することが明らかとな
った。 
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科創生医科学専攻探索医科学講座 (口腔細胞生物学) 内田 隆教授、同研究科創生医科
学専攻探索医科学講座 (歯科薬理学) 兼松 隆教授、ならびに同研究科創生医科学専攻
探索医科学講座 (口腔生化学) 能城 光秀准教授に深謝申し上げます。 
 本研究の遂行において貴重な御助言を頂いた、広島大学病院矯正歯科 谷本 幸太郎
講師、探索医科学講座 (口腔生化学) 河本 健博士、藤本 勝己博士、本田 清昌博士、
中島 歩博士、および本研究の遂行に御理解、御協力を頂いた顎口腔頚部医科学講座 
(歯科矯正学)、ならびに探索医科学講座 (口腔生化学)の皆様に厚く御礼申し上げます。 
 最後に本学での勉学において長年にわたり支えて頂いた両親や友人に心より感謝
いたします。 
 
 
 
 
 
 
